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1 O6wasn nHpopmaums
1.1 Onucanwne
Habop SureFood® ALLERGEN Pine Nut npeactaensetr cobou real-time [lMUP Habop,

npegHasHa4vyeHHbIM Ansa kadectseHHoro onpepernexvs OHK kegposoro opexa (Pinus spp.) B
nmLe.

Kaxpas peakuus coaepXuT BHYTPEHHUM KOHTPOSib amnnudukauuun. Ecnn OHK copgepxut
BellecTBa, WHrMbupytowme TILP, 310 noBnmMAeT Ha CUrHanm BHYTPEHHErO0 KOHTPONS
amnnudurkauumn, amnnudukaumsa 6yaet nogasneHa. lNMpumepamun BewecTB, NHIMOUPYIOLWNX
MUP, sasnswTca cnupTbl (Hanpumep, 3TaHOM, M30MPOMaHos), MOBEPXHOCTHO-aKTUBHbIE
BelecTtBa (Hanpumep, CTAB, SDS, Triton X100) n conn (Hanpumep, xnopug HaTpus). Takke
cneuuu, TpaBbl, BOAOPOCNM, Kakao W [Apyre obpasubl MaTpul MOryT oOkasbiBaTb
nHrnbupytowee gencreune Ha MLP.

AHanun3 TUP B peanbHOM BpeMeHW MOXeT ObiTb BbIMOSIHEH C MOMOLLBK LUMPOKO
ucrnonb3yembix npubopos pgna [ILUP B peanbHOM BpeMeHn, 0OOpPyOOBaHHbLIX Ans
obHapyxeHnss [OByx yoOpecLeHTHbIX Kpacutenen Ha kaHanax FAM u  VIC/HEX
OLHOBPEMEHHO. TexHnyeckan Banupauma Habopa Gbina nposeaeHa Ha Agilent AriaDx, Bio-
Rad CFX96 Dx, R-Biopharm RIDA®CYCLER, Roche LightCycler® 480 Il n Qiagen Rotor-
Gene Q.

1.2 Npepgen obHapyxeHns

MUP SureFood® ALLERGEN kegpoBbin opex umeet npegen obHapyxeHus < 1 mr / kr npu
ncnonb3oBaHun SureFood® PREP Advanced, npotokon 1.

Mpepen obHapyxeHus nonHoro metoga (Boigenenne OHK u MLP B peanbHOM BpemeHMn)
3aBUCUT OT MatpuLbl, cTeneHn obpaboTkn, NOAroToBKN N cogepxaHua OHK.

MUP-cuctembl SureFood® o4eHb YyBCTBUTEMbHbI, MO3TOMY Aaxe HebOonblOoe KONMYECTBO
ueneson [HK goctatoyHo anga ycnewHoro aHanm3sa. KoHueHTpaums obwen OHK B obpasue

He NO3BOMSET caenaTtb BbIBOA O KonnyecTBe un kavectse ueneson OHK.
1.3 Boigenenune OHK

Ona sbigenenuns OHK pekomeHayetca ucnonb3oBatb SureFood® PREP Advanced (apr.
S1053), npotokon 1 unu SureFast® Mag PREP Food (apt. F1060).
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1.4 CoctaB Habopa

Kop peareHTa PeareHT KonuyectBo LiBeT KpblLLKK
1 PeakunoHHas cmecb 2 x 1100 mkn Kentbin
2 Taq Nonnmepasa 1 x 80 mkn TemHo-KpacHbin
3 [MO3NTUBHBIN KOHTPOSb 1 x 200 mkn CseTno ronyoon

XpaHuTte Bce peareHTbl npu -20 ° C, B 3alumLLIEHHOM OT cBeTa mecTe. [Nonmmepasy Taq MOXHO
XpaHUTb Npu TemnepaType ot +2 oo + 8 ° C 4N MHOroKpaTHOro MCNonNb30BaHNA B OAWH U TOT
Xe OeHb.

MpumeyvaHue. lNonnmepasa Taq MOXeT ObiTb B 3aMOPOXEHHOM WM HEe3aMOPOXXEHHOM
COCTOSIHMW. OTO He BNUSIET Ha Ka4vecTBO Tag-nonnmepasbl unu npomnssoautensHocTs MNLUP B
peanbHOM BPEMEHM.

1.5 Heobxoanmoe obopyaoBaHue n matepuarnsi:
. npubop anga MNMUP B peansHoM BpemeHun (C ABymMs KaHanamu getekumm 510 Hm n 580

HM);

. Habop BbigenerHns AHK SureFood® PREP Advanced (apt. S1053) unu SureFast® Mag
PREP Food (apT. F1060);

. pacxogHble MmaTepuansl ana NUP B peanbHOM BpemMeHu (nnaHWweTbl, npobupku,

Kanunnsapbl, onbra, KpbILWKKX), MMNETKN C HAKOHEYHUKaMK ¢ UNbTpamu;

. OA4HOpa3oBble NepyaTkm 6€3 NOPOLLKa;
. BUXPEBOW CMECUTEND;
. MUKPOLIEHTpUYra C pOTOPOM 41151 PEeaKUMOHHbBIX NPOOMPOK.

1.6 YcTaHOBOYHbIE NapaMeTpbl TEpMOLMKIIEpa

Blockcycler / R-Biopharm Rotorcycler /
RIDA®CYCLER LTF MyGo Pro
HavanbHas geHatypauna (HOLD) 5 MuH, 95°C, 1 MuH, 95°C
Lmknol 45 45
HeHaTtypauus 15 ¢, 95°C 10 ¢, 95°C
Onxur/Anodraums (CYCLE) 30 ¢, 60°C 15 ¢, 60°C
CkopocTb TeMmnepaTypHOro Makcumym Makcumym
nepexoga/ Ramp Rate
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1.7 Hactpoiika kaHana obHapyXeHus

Mpubop OnpeneneHne D,eTelf(;t;;ﬁommm TywwuTenb MpumeyvaHus
Agilent AriaMx/Dx | ~SAROBEIN Opex FAM ¥
IAC HEX +
. KenpoBsbin opex FAM +
Bio-Rad CFX96/Dx
IAC VIC/HEX +
KeapoBbin opex reen +
R- Biopharm P P J
RIDA®CYCLER IAC yellow +
MoxanyncTa, ncnone3ymrte
. TONbKO 0,1 M
KenpoBbiii opex green + peakLMoHHble  NPOBMpPKN.
. HacTporiku yCcuneHuns
Qiagen Rotor-Gene Q NOMKHbI ObITb
YCTaHOBJIEHbI Ha 5
(SaBOJJ,CKOG 3HayeHune no
IAC yellow + yMOnyaHui) ans  Bcex
KaHanos.
Roche LightCycler® | Keaposblii opex 465-510 +
480 11 IAC 533-580 +

2 KayecTBeHHbIVN aHanus

2.1 MNMpoTokon

2.1.1 MNpurotoBneHne MmacTep-mMuKca

Paccuntante obuiee konnyecTBo HEOH6XOAMMBbIX peakumi (06pasLbl 1 KOHTPOSbHbIE peaKLmm)
ans koHkpeTHoro lMNLUP-aHanu3a, a Takke Ansg KOHTPONsS MHIMBUpoBaHUS.

PekomeHayemble KOHTporbHble peakumn ang [MLUP-ananusa: oTpuuaTenbHbI KOHTPONb,
KOHTPOSb  BbIAENEHUS, MNOJNOXUTENbHBIN  KOHTPONb. PeakunmoHHass CMeCcb COOAEepPXUT
BHYTPEHHUI KOHTPONb amnnudukaumm (IAC) ansa kaxxgon peakuuu.

Peakumnun, Heobxoanmble Ans Ka4eCTBEHHOro OOHapyXXeHUs cenbaepes:

3 peakumn gnsi koHTponen (1x KoHTponb ©e3 maTpuubl, 1X KOHTPONb BblaeneHus, 1x
MONOXUTESbHbLIA KOHTPOIb)

Ana kaxgoro obpasua: MMHUMYM 1 peakunsa Ha kaxabin obpasey, JHK.

Takke pekomeHayeTca npurotoButb Mactep-mumkc ¢ 10% wun3bbiTkom ob6bema, 4TOObI
KOMNeHcMpoBaTb MNOTEp peareHTa. [Hante peareHTam OTTadTb, MNepemMewlante wu

LEeHTpUdyrupynTe nepes oTKpbITUEM U UCMONb30BaHUEM.
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Mpumep pacyeTta u nogrotoBkn 10 peakuum:

KomnoHeHTbl Ansg mactep-mukca | O6bem Ha 1 peakumto | 10 peakumit (¢ 10% n3bbITkOM)

PeakunoHHasa cmecb 19.3 mkn 212.3 MKn
Taq NMonnmepasa 0.7 mkn 7.7 MKn
O0Lwum obbLem 20 mkn 220 mkn

XopoLUo nepemMeLllante Mactep-MUKC N LEHTPUYrmpynTte 4o UCnosib30BaHUS.

2.1.2 MNpwurotosneHne cmecu ans MNLP B peansHoM BpemeHu

» BHecnTe nunetkomn 20 MKN MacTep-MUKCa B COOTBETCTBYHOLLME NPOBUPKKN / NYHKMN.

« 3akpovTe oTpuuaTenbHbI KOHTPOMb (OTpuuaTenbHbI KOHTponb rotosB anda [NLP 6e3
pobasnexus).

» BHecuTe nunetkon 5 mkn obpasua [HK B yka3aHHbIe NPOOUPKN / NYHKN N 3aKPOUTE UX.

* BHecuTe nunetkon 5 MK MONIOXUTENBHOINO KOHTPOMS B YKa3aHHble NPOOUPKN / NYHKN K
3aKpounTe ux.

* LleHTpndpyrmpynte Bce npobumpku / NNaHLWEeTbl HA HU3KOWM CKOPOCTMW.

* [MomecTute npobupkn / nnaHweTbl B Nnpnbop ana MNLUP B peanbsHOM BpeMeHu 1 3anyctuTe

LIMKIT B COOTBETCTBUN C HaCTpOVIKaMM.

2.2 NHTepnpeTaunsa pesynbtaTtoB

OueHka gomKHa BbINOSTHATLCA B COOTBETCTBUM C NPOrpaMMon aHanmsa, pekoMeH4O0BaHHOW
nponsBogutenem npmbopa ansa NUP B peansHOM BpemeHw.

KoHTponbHble peakunn JOMKHbI aBaTb NpaBusbHble pesyrnbTaTbl.

OHK keppoBoro opexa obHapyxunBaetcsa B FAM-kaHane. B kaHane VIC/HEX onpegensetcsa
KOHTPOJb aMnnudukaumm.

O6pasel cuntaetcsa nonoxumtenoHolM, ecnv [OHK obpasua amnnuguumpyeTcs B cucteme
obHapyxeHusi. BbICOkMe KOHUEHTpauum amniMKoOHOB MOXeT MNpMBECTU K cnabomy wunu
OTCYTCTBYIOLLEMY CUrHanNy BHYTPEHHero KoHTpons amnnudpukaummn (BKA).

3HadveHune Cp onsa BHyTpeHHero kKoHTpons amnnudukauum (IAC) He TpebyeTcs Ans nonyyYeHns

NOJIOXKUTENTbHOIO pedyribTata AnAd NoNnoXuTesibHOro KOHTPOJIA.
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O6pasel cumtaetca otpuuaTenbHbiM, ecnu [JHK obpasua He amnnudpuumpyeTca B cucteme
aetekumn un, ecnu, BHyTpeHHun KoHTponb (VIC/HEX-kaHan) obpasua nonoXuTenbHbIA CO
cOoBurom 3HaveHuns Cp < 2 no cpaBHEHUIO C OTpuLaTENbHbIM KOHTPOSIEM.

Ecnu JHK obpasua B VIC/HEX-kaHane He nokasbiBaeT amniandukaunmm nnm casur 3Ha4eHus
Cp > 2 no cpaBHeHUIO C oTpuuaTenbHbIM KOHTPONeM, To obpaseL, COAEepPXUT BELLECTBA,
nHrnbupytowme MMLP. 3HaunTenbHoe CHWXeHue curHana yopecueHUnn Takke MOXeT
CBMAETENbCTBOBATb O HANMYMM BewwecTB, MHrIMbupytowmx MNMUP. Mpu Taknx obcTosTenbcTBax
BblaeneHne HK n ounctka obpasua AomkHbl ObITh ynyyleHbl. B kayecTBe anbTepHaTMBbI
MOXHO pasbasutb [JHK (pekomeHgauusa 1:2 B Boge an4 NLP) n cHoBa npoaHanuanpoBaTh Ha
npegmeT nHrnbuposanus. O6paTuTe BHUMaHME, YTO hakTop pas3baBneHus Takke BNUSET Ha
npegen obHapyxeHus cneumdudeckoro NLP-aHann3a kegpoBoro opexa.

[nsa oueHkn obpasua MOXHO MCNONb30BaTb CaMOCTOATENIbHO OTOOpPaHHbIA KOHTPOSbHbIN
obpaseL C M3BECTHOM KOHLIEHTpaunen. STOT 3TanoHHbIN 06paseL;, MOXET MCNONb30BaTbCS BHE

pamok pykoBogctea CONGEN o kayecTBy U oLeHKe.

B uenowm:
O6pasubl C oTpuuaTtesnbHbIM pe3ynbTaTtOM BCe e€lle MOryT CoAepXaTb 3arpsi3HeHue
annepreHoM Hwxe npegena obHapyXeHUs UM OHWU MOTYT coaepXaTb APYrne KOMMOHEHTbI

annepreHa, HarnpumMmep, 6enkn nnu nunnapl.

4 [lononHutenbHas nHgopmauma

4.1 MHcbopmaums o npoaykre

LWabnoH Microsoft Excel ansa pacyeta n nogpobHas nHdopmMaumst 0 HacTpoKrike YCTPONCTB ANngd
nposefeHus MNLUP B peanbHoM BpeMmeHn: www.congen.de/en/company/downloads)

4.2 TexHn4eckas nogaepxka

[Ona nonyyeHus OONOSHUTENbHBIX BOMPOCOB, MNOXanyucra, CBSXUTECb C BalUM

ANCTPUBBLIOTOPOM UMK OTNPaBbTE ANEKTPOHHOE NMCLMO MO agpecy sales@r-biopharm.de.
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	1 Общая информация
	1.1 Описание
	Набор SureFood® ALLERGEN Pine Nut представляет собой real-time ПЦР набор, предназначенный для качественного определения ДНК кедрового ореха (Pinus spp.) в пище.
	Каждая реакция содержит внутренний контроль амплификации. Если ДНК содержит вещества, ингибирующие ПЦР, это повлияет на сигнал внутреннего контроля амплификации, амплификация будет подавлена. Примерами веществ, ингибирующих ПЦР, являются спирты (напри...
	Анализ ПЦР в реальном времени может быть выполнен с помощью широко используемых приборов для ПЦР в реальном времени, оборудованных для обнаружения двух флуоресцентных красителей на каналах FAM и VIC/HEX одновременно. Техническая валидация набора была ...
	1.2 Предел обнаружения
	ПЦР SureFood® ALLERGEN кедровый орех имеет предел обнаружения ≤ 1 мг / кг при использовании SureFood® PREP Advanced, протокол 1.
	Предел обнаружения полного метода (выделение ДНК и ПЦР в реальном времени) зависит от матрицы, степени обработки, подготовки и содержания ДНК.
	ПЦР-системы SureFood® очень чувствительны, поэтому даже небольшое количество целевой ДНК достаточно для успешного анализа. Концентрация общей ДНК в образце не позволяет сделать вывод о количестве и качестве целевой ДНК.
	1.3 Выделение ДНК
	Храните все реагенты при -20   C, в защищенном от света месте. Полимеразу Taq можно хранить при температуре от +2 до + 8   C для многократного использования в один и тот же день.
	Примечание. Полимераза Taq может быть в замороженном или незамороженном состоянии. Это не влияет на качество Taq-полимеразы или производительность ПЦР в реальном времени.
	1.5 Необходимое оборудование и материалы:
	• прибор для ПЦР в реальном времени (с двумя каналами детекции 510 нм и 580 нм);
	• расходные материалы для ПЦР в реальном времени (планшеты, пробирки, капилляры, фольга, крышки), пипетки с наконечниками с фильтрами;
	• одноразовые перчатки без порошка;
	• вихревой смеситель;
	• микроцентрифуга с ротором для реакционных пробирок.
	1.7 Настройка канала обнаружения
	2 Качественный анализ
	2.1 Протокол
	2.1.1 Приготовление мастер-микса
	Рассчитайте общее количество необходимых реакций (образцы и контрольные реакции) для конкретного ПЦР-анализа, а также для контроля ингибирования.
	Рекомендуемые контрольные реакции для ПЦР-анализа: отрицательный контроль, контроль выделения, положительный контроль. Реакционная смесь содержит внутренний контроль амплификации (IAC) для каждой реакции.
	Реакции, необходимые для качественного обнаружения сельдерея:
	3 реакции для контролей (1x контроль без матрицы, 1x контроль выделения, 1х положительный контроль)
	Для каждого образца: минимум 1 реакция на каждый образец ДНК.
	Также рекомендуется приготовить мастер-микс с 10% избытком объема, чтобы компенсировать потерю реагента. Дайте реагентам оттаять, перемешайте и центрифугируйте перед открытием и использованием.
	Пример расчета и подготовки 10 реакций:
	2.1.2 Приготовление смеси для ПЦР в реальном времени
	• Внесите пипеткой 20 мкл мастер-микса в соответствующие пробирки / лунки.
	• Закройте отрицательный контроль (отрицательный контроль готов для ПЦР без добавления).
	• Внесите пипеткой 5 мкл образца ДНК в указанные пробирки / лунки и закройте их.
	• Внесите пипеткой 5 мкл положительного контроля в указанные пробирки / лунки и закройте их.
	• Центрифугируйте все пробирки / планшеты на низкой скорости.
	• Поместите пробирки / планшеты в прибор для ПЦР в реальном времени и запустите цикл в соответствии с настройками.
	2.2 Интерпретация результатов
	Оценка должна выполняться в соответствии с программой анализа, рекомендованной производителем прибора для ПЦР в реальном времени.
	Контрольные реакции должны давать правильные результаты.
	ДНК кедрового ореха обнаруживается в FAM-канале. В канале VIC/HEX определяется контроль амплификации.
	Образец считается положительным, если ДНК образца амплифицируется в системе обнаружения. Высокие концентрации ампликонов может привести к слабому или отсутствующему сигналу внутреннего контроля амплификации (ВКА).
	Значение Cp для внутреннего контроля амплификации (IAC) не требуется для получения положительного результата для положительного контроля.
	Образец считается отрицательным, если ДНК образца не амплифицируется в системе детекции и, если, внутренний контроль (VIC/HEX-канал) образца положительный со сдвигом значения Cp ≤ 2 по сравнению с отрицательным контролем.
	Если ДНК образца в VIC/HEX-канале не показывает амплификации или сдвиг значения Cp > 2 по сравнению с отрицательным контролем, то образец содержит вещества, ингибирующие ПЦР. Значительное снижение сигнала флуоресценции также может свидетельствовать о ...
	Для оценки образца можно использовать самостоятельно отобранный контрольный образец с известной концентрацией. Этот эталонный образец может использоваться вне рамок руководства CONGEN по качеству и оценке.
	В целом:
	Образцы с отрицательным результатом все еще могут содержать загрязнение аллергеном ниже предела обнаружения или они могут содержать другие компоненты аллергена, например, белки или липиды.
	4 Дополнительная информация
	4.1 Информация о продукте
	Шаблон Microsoft Excel для расчета и подробная информация о настройке устройств для проведения ПЦР в реальном времени: www.congen.de/en/company/downloads)
	4.2 Техническая поддержка
	Для получения дополнительных вопросов, пожалуйста, свяжитесь с вашим дистрибьютором или отправьте электронное письмо по адресу sales@r-biopharm.de.

